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Resumen. Introducción: al laboratorio llegan diferentes soportes para ser analiza-
dos, los cuales pueden contener fluidos como sangre, semen, saliva u orina. Una 
herramienta de apoyo en la identificación de manchas biológicas no visibles es la 
observación con luces forenses. En la actualidad, se cuenta con avances investiga-
tivos en los que se hace referencia a la longitud de onda y a la combinación con 
diferentes filtros para la observación de fluidos biológicos. Metodología: en esta in-
vestigación, se utilizó el equipo de luces alternas Polilight® Flare con luz azul, junto 
con filtro y gafas naranjas, para la observación de manchas de fluidos biológicos 
depositados en distintos tipos de textiles y otras superficies que se reciben con 
frecuencia en el laboratorio. Resultados: el principal resultado de este estudio fue 
determinar la confiabilidad del equipo en términos de reproducibilidad y repetiti-
vidad de los resultados, al igual que la influencia de variables tales como el sustrato, 
la edad de la mancha, el origen del fluido y posibles interferentes en la observación 
de fluorescencia de fluidos biológicos. Conclusiones: se encontró que las manchas 
biológicas que emitieron la fluorescencia más fuerte fueron las de semen, seguidas 
de las manchas de orina y saliva. Las manchas de sangre no emitieron fluorescencia 
y fueron denominadas como no-fluorescentes. La permeabilidad de los sustratos 
hizo que el halo de fluorescencia fuera mayor sobre todo en los de colores claros. 
De otro lado, no se observaron diferencias estadísticamente significativas en la 
emisión de fluorescencia del semen azoospérmico con respecto al normospérmico.
Palabras clave: ciencias forenses, fluidos biológicos, luces forenses, soportes.
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Influence of evidence, time, source and interferents in 
the observation of biological fluids with forensic lights
Abstract. Introduction: The laboratory receives different evidence for analysis, which may 
contain fluids such as blood, semen, saliva or urine. A support tool in identifying non-
visible biological stains is observation with forensic lights. At present, there have been 
research advances in reference to wavelength and combination of different filters for 
the observation of biological fluids. Methodology: For this research, the alternate lights 
equipment Polilight® Flare with blue light was used, along with a filter and orange glasses, 
for observing stains of biological fluids deposited on different types of textiles and other 
surfaces that are frequently received by the laboratory. Results: The main result of this 
study was to determine the reliability of this equipment in terms of reproducibility and 
repeatability of results, as well as the influence of variables such as substrate, age of the stain, 
source of fluid, and possible interferents in the observation of biological fluid fluorescence. 
Conclusions: It was found that biological stains emitting the strongest fluorescence were se- 
men followed by urine and saliva stains. Bloodstains did not emit fluorescence and were 
referred to as non-fluorescent. Permeability of substrates made fluorescence halo greater, 
especially on light colors. Moreover, no statistically significant differences were observed 
in the fluorescence emission of azoospermic semen with respect to normspermic semen.
Keywords: forensic sciences, biological fluids, forensic lights, evidence.
Influência dos suportes, tempo, origem e interferentes 
na observação de fluídos biológicos com luzes forenses
Resumo. Introdução: diferentes suportes chegam ao laboratório para serem analisados, 
os quais podem conter fluídos como sangue, sêmen, saliva ou urina. Uma ferramenta 
de apoio na identificação de manchas biológicas não visíveis é a observação com luzes 
forenses. Na atualidade, conta-se com avanços investigativos nos quais se faz referência 
à longitude de onda e à combinação com diferentes filtros para a observação de fluídos 
biológicos. Metodologia: nesta pesquisa, utilizou-se o equipamento de luzes alternas 
Polilight® Flare com luz azul, junto com filtro e óculos cor-de-laranja para a observação de 
manchas de fluídos biológicos depositados em diferentes tipos de têxtis e outras superfícies 
que são recebidas com frequência no laboratório. Resultados: o principal resultado deste 
estudo foi determinar a confiabilidade do equipamento em termos de reprodutibilidade 
e repetitividade dos resultados, assim como a influência de variáveis como o substrato, 
a idade da mancha, a origem do fluído e possíveis interferentes na observação de 
fluorescência de fluídos biológicos. Conclusões: constatou-se que as manchas biológicas 
que emitiram a fluorescência mais forte foram as de sêmen; em seguida, as de urina e 
saliva. As manchas de sangue não emitiram fluorescência e foram denominadas como não 
fluorescentes. A permeabilidade dos substratos fez com que o halo de fluorescência fosse 
maior, principalmente, nos de cores claras. Por outro lado, não foram observadas diferenças 
estatisticamente significativas na emissão de fluorescência do sêmen azoospérmico a 
respeito do normospérmico.
Palavras-chave: ciências forenses, fluídos biológicos, luzes forenses, suportes.
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Introducción
Las luces forenses, también conocidas como fuen-
tes de luz alternativa, se utilizan para encontrar 
una gran cantidad de indicios en la escena de los 
hechos, como lo pueden ser huellas latentes y hue-
llas de pisada, pelos y fibras, huellas de mordedura 
y algunas lesiones, fluidos biológicos, residuos de 
arma de fuego, tintas en documentos, y fragmentos 
óseos y dentales. La mayoría de estos indicios puede 
ser expuesta con luz azul (455 nm) mediante el uso 
de un filtro naranja que permite separarlos del 
fondo para facilitar la recuperación [1], actuando 
como una prueba de tamizaje segura, simple, no 
invasiva y no destructiva. 
Los fluidos biológicos, salvo la sangre, tales 
como semen, saliva, orina y flujo vaginal, son natu-
ralmente fluorescentes cuando se exponen a la luz 
bajo longitudes de onda reportadas entre ~320 nm 
(uv) y 700 nm (luz visible), usando diferentes fil-
tros de longitud [2]. En el caso de las manchas de 
sangre, las luces forenses pueden aumentar el con-
traste en superficies oscuras donde no son visibles 
al ojo humano [3]. 
En determinadas condiciones y dependiendo 
de la superficie en que se ha depositado, el semen 
puede llegar a perder contraste al punto de ser 
muy difícil de detectar, cuando no imposible. Esto 
es especialmente cierto en las telas, soportes muy 
comunes en los que se puede depositar el material 
biológico con menor probabilidad de ser removido, 
en comparación con los fluidos corporales en la piel. 
Esto permite que sean detectados en un intervalo de 
tiempo más largo [4, 5], en el que resultaría imprác-
tico y costoso hacer pruebas confirmatorias de flui-
dos en superficies extensas o hacer análisis de adn a 
cualquier sustancia sospechosa, de allí que la detec-
ción del lugar exacto en que se encuentra el fluido 
tiene relevancia crucial [6]. 
Algunos estudios muestran cómo el tipo y 
el color del soporte, así como la edad de la man-
cha, pueden variar la detección de fluorescencia y 
prevenir la detección de fluidos biológicos [7, 8]. 
De otro lado, se han identificado diferencias en la 
intensidad de fluorescencia comparando mues-
tras de semen humano y de cordero, lo cual puede 
ser explicado por otros componentes presentes en 
el eyaculado humano que pueden contribuir a la 
emisión de luz [4]. 
El equipo Polilight® Flare ha sido utilizado 
ampliamente en el estudio de fluorescencia de flui-
dos biológicos, siendo comparable en sensibilidad 
con otras pruebas preliminares como la fosfatasa 
ácida y la de Phadebas. Así mismo, tiene aplicación 
particular en los casos en que una mancha de san-
gre haya sido escondida con pintura. En general, el 
Polilight es una técnica adecuada para uso en tra-
bajo de casos forenses [8, 9, 10]. 
El propósito de este estudio es analizar y com-
parar las posibles variaciones de fluorescencia, uti-
lizando el equipo Polilight® Flare en manchas de 
fluidos biológicos puros y mezclados entre ellos 
(sangre, semen, orina y saliva) con los diferen-
tes materiales y colores de soporte que pueden lle-
gar al laboratorio, la edad de la mancha, el origen 
(humano o animal) y la influencia de interferen-
tes como hipoclorito, detergente y lodo. El objetivo 
es la implementación de este equipo en los labora-
torios de biología y genética forense del país como 
herramienta de gran utilidad en el tamizaje de evi-
dencias provenientes de la amplia casuística, princi-
palmente en delitos sexuales, que ha aumentado en 
el país en los últimos años [11].
Metodología
Diseño de la investigación: experimental.
Equipo utilizado: Polilight® Flare versión 2 de 
Rofin con luz led, con las siguientes especificacio-
nes (tabla 1).
 
Tabla 1. Especificaciones del equipo Polilight® Flare de 
Rofin [10] 
Luces 
forenses
Longitud 
de onda
Intensidad de luz: 
1200mW/cm2 (Pico)
Luz blanca — Tiempo de encendido: 2 a 4 horas
Ultravioleta 380 nm Diámetro: 25 mm
Púrpura 415 nm Longitud: 262 mm
Azul profundo 440 nm Ancho: 160 gm
Azul 470 nm
Cyan 505 nm
Verde 530 nm
Fuente: elaboración propia
Como se observa en la tabla 1, la luz azul 
utilizada corresponde a una longitud de onda de 
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470 nm. Se utilizaron gafas naranja (hz 87+) y fil-
tro naranja, y se tomó el registro fotográfico respec-
tivo con los siguientes parámetros: mesa de trabajo 
(soporte), cámara fotográfica Canon eos Digital 
Rebel XTí, iso 400, modo f manual, Tv (veloci-
dad de obturación 0,8), Av (valor de abertura 4,0 
- 5,6 - 8,0), lente macro ultrasonic 100 mm, filtro 
Tiffen color naranja de 58 mm, tarjeta de memo-
ria microsd, tiempo de exposición de dos segundos.
Distancia de la fuente de luz: luego de hacer 
ensayos preliminares, se estandarizó que la fuente 
de luz se proyectaría a cerca de 20 centímetros del 
soporte, a fin de hacer las comparaciones conside-
rando que esta distancia podría influir en la inten-
sidad de fluorescencia observada.
Preparación de las muestras: el proyecto 
de investigación se llevó a cabo con fragmentos de 
10 cm x 10 cm de diferentes tipos de soporte: quince 
(15) tipos de textiles que diferían en la composición, 
el tipo de tejido, el uso y el grado de absorción (ver 
tabla 2), y que frecuentemente llegan al laboratorio 
para ser analizados, de colores blanco o muy claro, 
negro o muy oscuro y un color intermedio (según 
el tipo de textil). 
Tabla 2. Tipos de textiles utilizados para este estudio
Nombre comercial Composición Tipo de tejido Principal uso Nivel de absorción
Lino 100% lino Plano Vestuario, rígido Impermeable
Poliéster 100% poliéster Plano, en diagonal, 2 x 1 izquierdo Vestuario, rígido Impermeable
Licra 98% poliéster filamento, 2% elastano
Plano, en diagonal, 2 x 1 
izquierdo 
Con stretch (elastano en tra-
ma), pantalón dama Impermeable
Escocés delgado 99% algodón, 1% lurex
Plano, tafetán con lurex 
(material metalizado 
brillante)
Vestuario, tela estampada Absorbente
Escocés grueso 100% poliéster
Plano, tafetán con hilos 
preteñidos (urdimbre 
baja retorcida)
Vestuario estudiantil Absorción media
Algodón 100% algodón Plano, diagonal 3 x 1, izquierdo Pantalonero rígido Absorbente
Gabardina y gabar-
dinita 65% poliéster, 35% algodón Plano
Vestuario estudiantil. La gabar-
dinita es más delgada Impermeable
Náutica 100% poliéster Plano
Ropa deportiva para exterio-
res, chaquetas, pantalonetas, 
pantalón sudadera, bermudas
Impermeable
Toalla 100% algodón Plano Toalla Absorbente
Algodón perchado 60% poliéster, 40% algodón Punto, perchado Vestuario Absorbente
Dril 100% algodón, similar a la mezclilla. Plano
Uniformes de ropa de trabajo y 
aplicaciones industriales Absorbente
Lacoste 65% poliéster, 35% algodón Punto Camibuso presentación, colegios Absorbente
Dacrón 65% poliéster, 35% algodón Plano Camisas para operarios y oficina Absorbente
Jean 100% algodón
Plano diagonal con apli-
cación de los procesos 
de lavado, centrifugado, 
tinturado y termofijado
Pantalones de jean para opera-
rios trabajo pesado Absorción media
Cada textil es clasificado según el nombre común, la composición, el tipo de tejido, el uso y el grado de absorción (absorbente, absorción 
media, impermeable)
Fuente: Juan Antonio López y Edison Ramírez Isaza del Área de Desarrollo de Producto de Fabricato, comunicación personal, 23 
de octubre de 2015
Adicionalmente, se incluyó el protector higié-
nico, el papel higiénico y la piel. 
Variables de validación: se evaluó la confiabi-
lidad del ensayo mediante los parámetros de repro-
ducibilidad y repetitividad por medio del cálculo 
de las concordancias intra e interanalista, así como 
de los índices de Kappa, a fin de garantizar que no 
hay concordancia debida al azar. 
Reproducibilidad entre observadores: se 
calculó usando el índice de concordancia (ic) entre 
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los dos analistas, mediante tablas de 2 x 2, usando la 
siguiente fórmula: pc = [(a+d) / (a+b+c+d)] x 100 
(ver tabla 3). 
Los resultados se tabularon en tablas de 2x2, 
así:
Tabla 3. Tabla de contingencia usada para tabular 
los datos de reproducibilidad en la detección de 
fluorescencia (índice de concordancia interobservador)
Analista 1
Analista 2
Resultados positivos Resultados negativos
Resultados 
positivos
a 
Fluorescencia (alta, 
media o baja) para 
ambos analistas
b
Fluorescencia 
(alta, media o baja) 
analista 1 
No fluorescencia 
analista 2
a+b (y)
Resultados 
negativos
c
No fluorescencia 
negativos analista 1
Fluorescencia 
(alta, media o baja) 
analista 2
d
No fluorescencia 
analista 1
No fluorescencia 
analista 2
c+d (z)
a+c (w) b+d (x) T
Fuente: elaboración propia
1. Para corregir la concordancia obtenida 
como consecuencia del azar, se utilizó el índice de 
Kappa, calculado de la siguiente manera:
w = a+c x = b+d y = a+b z = c+d t = a+b+c+d
Concordancia observada: (w*y) + (x*z) / t*t
Concordancia por azar: (a+d)/t 
k = concordancia observada - concordancia por azar 
--------------------------------------------------------------
1 - concordancia por azar
Teniendo en cuenta los siguientes valores: 
mayor que 0,75 (buena concordancia), entre 0,40 y 
0,75 (concordancia intermedia) y menor que 0,40 
(baja concordancia) [11].
2. La repetibilidad fue evaluada por un ana-
lista teniendo en cuenta los datos coincidentes en 
el mismo valor.
Experimentos: en la tabla 4, se describe cada 
uno de los ensayos llevados a cabo y las variables 
analizadas en cada uno de los tratamientos.
Unidad de medida: intensidad de fluorescen-
cia evaluada por cada observador de manera cuali-
tativa: alta, media, baja, negativa.
Tabla 4. Descripción de las variables analizadas en los diferentes experimentos 
Variable Descripción del experimento
1 Soportes absorben-tes y no absorbentes
Según la clasificación en la tabla 1 de los soportes utilizados en el experimento, se analizó la influencia del 
grado de absorción del soporte con respecto a la intensidad de fluorescencia.
2 Color del soporte Se utilizaron tres (3) colores en la mayoría de soportes utilizados (blanco o muy claro, negro o muy oscuro y un color intermedio según el tipo de textil).
3 Edad de la mancha Tiempo en días (8, 15 y más de 30 días) luego de secarse el fluido depositado en el soporte. 
4 Fluidos separados
Cada soporte fue observado inicialmente con diferentes luces forenses que trae el equipo y con gafas, sin adi-
cionar fluidos biológicos (datos no mostrados). Después, a cada soporte se le adicionó 1 mL de fluido biológico 
separadamente (semen, sangre, saliva, orina), fluidos que fueron tomados con las medidas de bioseguridad a 
donantes voluntarios y con su respectivo consentimiento informado. 
5 Fluidos mezclados
En los soportes absorbentes que llegan en mayor cantidad al laboratorio para ser analizados, sobre todo en 
casos de delitos sexuales (algodón, licra, protector higiénico), se hicieron mezclas de fluidos (semen-sangre, 
semen-saliva, semen-orina, sangre-saliva, sangre-orina y saliva-orina) en proporción 1:1, aplicando 1 mL de 
uno de los fluidos a un lado del soporte y 1 mL del otro fluido al otro lado, y haciendo un marcaje en el soporte 
para diferenciar a qué fluido pertenecía el patrón de cada uno y el de halo de mezcla de los dos (2) fluidos. 
6
Semen normospér-
mico y azoospér-
mico
Se incluyeron muestras de semen de individuos normospérmicos y azoospérmicos analizadas previamente 
por observación microscópica, utilizando soportes de jean, algodón licra (blanco, fucsia y negro) y protector 
higiénico, por 8 y 15 días.
7 Fluidos animales Una muestra de pajilla seminal bovina certificada y muestras de saliva y orina canina y felina tomadas con la respectiva asepsia y respeto animal sobre algodón licra blanco.
8 Interferentes
Finalmente, se fabricaron muestras con algunos interferentes que pueden encontrarse en los soportes que lle-
gan al laboratorio, tales como hipoclorito comercial al 3,5%, detergente en polvo aplicado en lavadora en modo 
suave y la muestra de lodo, aplicando 1 mL de la preparación en el centro del soporte. Los soportes utilizados 
fueron lino, dacrón, dril y algodón licra, evaluados a los 8 días de edad de la mancha.
9 Piel
Para el ensayo en piel, se procedió a aplicar 1 mL de cada uno de los fluidos analizados en diferentes zonas, de 
manera independiente, sobre el dorso del brazo de uno de los investigadores, en condiciones ambientales de 
temperatura entre 18 °C y 22 °C y humedad relativa del 60-65%, se dejó secar y se observó fluorescencia a la 
hora, a las 5 horas y a las 12 horas.
Fuente: elaboración propia
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De cada ensayo anterior se hicieron tres (3) 
réplicas, excepto en el de piel que no fue incluido 
en los estudios de validación. Dos (2) observadores 
revisaron las manchas secas en los soportes para 
determinar la confiabilidad de los ensayos en tér-
minos de concordancia. Para el análisis estadístico, 
se aplicó la prueba de chi cuadrado para variables 
cualitativas en tablas de contingencia de 2 x 3, con 
nivel de significancia de 0,05 (>5,991).
Resultados y discusión
Reproducibilidad entre observadores: en la tabla 
5, se observan los resultados de reproducibilidad 
entre observadores en conjunto para todos los 
ensayos realizados. 
Repetitividad: para un total de 457 réplicas 
observadas por un analista, se obtuvieron 406 con 
el mismo valor (positivo o negativo), equivalente a 
un valor de 88,8% de repetitividad. 
Tabla 5. Índice de concordancia e índice de Kappa 
obtenido del total de análisis realizados (excepto el de 
piel)
      Observador 2      
  A B C D Total
Total Observador 1 678 15 7 544 1244
ic total 98,2% k = 0,9821 – 0,5051 / 1 – 0,5051 = 0,9642
Fuente: elaboración propia
Se validó el uso del equipo de luces forenses 
Polilight® Flare en el Laboratorio de Genética de la 
Regional Noroccidente, obteniendo una repetitivi-
dad de 88,8% y una reproducibilidad del 98,3%, lo 
cual indica una concordancia buena que no es pro-
ducto del azar. 
Absorción del soporte / Tipos de soportes 
con mayor fluorescencia: en la figura 1, se obser-
van los diferentes halos de fluorescencia en diferen-
tes textiles y en la figura 2 se muestran los soportes 
de mayor absorción para el fluido seminal.
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Figura 1. Registros fotográficos de los diferentes soportes analizados en el caso de fluido seminal con luz natural y aplicando la luz 
azul (470nm), con filtro y gafas naranjas
Fuente: elaboración propia
Figura 2. Soportes con mayor fluorescencia en manchas de semen (derecha). De izquierda a derecha: dacrón, algodón, papel 
higiénico, protector higiénico, gabardina, algodón licra
Fuente: elaboración propia
Se observa que los soportes absorbentes de 
color claro mostraron una alta intensidad de fluo-
rescencia y el halo de absorción siempre fue mayor 
con respecto a los no absorbentes, principalmente 
en el área externa, como también lo notaron 
Camilleri et al. [5]. 
Color del soporte: los soportes absorbentes de 
color blanco o muy claro fueron los que mostraron 
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los mayores niveles de fluorescencia, tal como se 
registra en la literatura [8]. El único soporte de 
color negro en el que se observó alta fluorescen-
cia fue la náutica negra, soporte no adsorbente, que 
concentró la muestra en un solo punto.
En el caso de la tela náutica y el algodón licra 
de colores intermedios, se notó que el color fucsia 
emitía fluorescencia en el rango de longitud de la 
luz azul utilizada. Debido a esto, podía presentarse 
como un falso positivo, por lo cual no se tuvo en 
cuenta en el análisis. 
La mayoría de observaciones se hizo con una 
distancia constante de emisión de luz, pero ade-
más se observó que en los soportes oscuros aumen-
taba la intensidad de fluorescencia al acercar la luz 
al soporte. Esta recomendación debe ser tenida en 
cuenta al momento de analizar elementos materia 
de prueba de tales características. 
Edad de la mancha: al comparar las figuras 
3, 4, 5 y 6 en cada tipo de fluido, podemos obser-
var que no hay variación en la fluorescencia obser-
vada a lo largo del tiempo en los diferentes fluidos 
analizados.
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Figura 3. Número de veces de observación de las diferentes 
intensidades de fluorescencia en relación con la edad de la 
mancha (8, 15 y más de 30 días) para el semen
Fuente: elaboración propia
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Figura 4. Número de veces de observación de la intensidad de 
fluorescencia a lo largo del tiempo de depositada la mancha 
para la saliva
Fuente: elaboración propia
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Figura 5. Número de veces de observación de la intensidad de 
fluorescencia a lo largo del tiempo de depositada la mancha 
para la orina
Fuente: elaboración propia
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Figura 6. Número de veces de observación de la intensidad de 
fluorescencia a lo largo del tiempo de depositada la mancha 
para la sangre
Fuente: elaboración propia
Fluidos separados: se hicieron análisis preli-
minares utilizando diferentes gafas y longitudes de 
onda de las luces disponibles en el equipo (datos 
no mostrados). Se encontró que para la mayoría de 
fluidos analizados (semen, saliva y orina) la luz con 
la que se observaba mayor intensidad de fluores-
cencia fue la luz azul (470 nm), con gafas y filtro 
naranja, como es sugerido en el manual del equipo 
[10] y reportado en la literatura [4]. Por lo tanto, se 
procedió a hacer los siguientes análisis con esta luz, 
teniendo en cuenta que la sangre no emitía fluores-
cencia con esta longitud de onda, pero se observaba 
un buen contraste con el soporte. 
De otro lado, se observó mayor fluorescencia 
en las manchas de semen y orina, muy poca fluo-
rescencia en las manchas de saliva y casi nula en las 
manchas de sangre, corroborando lo encontrado en 
la literatura [1, 3]. Para cada fluido, se obtuvieron 
mayores niveles de fluorescencia en los diferentes 
soportes, así: 
 – Manchas de semen normospérmico: lino, po-
liéster, algodón licra, dacrón, licra, dril, toalla, 
algodón lacoste, papel higiénico, protector hi-
giénico, algodón perchado. 
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 – Manchas de saliva: únicamente la tela náutica 
blanca y de color intermedio.
 – Manchas de orina: algodón licra, dril, toalla, 
algodón lacoste, papel higiénico, protector hi-
giénico; todos de color blanco y absorbentes. 
La tela náutica blanca, material no absorbente 
y la gabardinita de color intermedio.
 – Manchas de sangre: en ningún soporte.
Por el contrario, los soportes con menor fluo-
rescencia para cada tipo de fluido fueron:
 – Manchas de semen normospérmico: las telas 
oscuras de algodón licra, dril y la de color in-
termedio de escocés grueso.
 – Manchas de saliva: algodón licra oscuro e in-
termedio, protector higiénico y gabardina.
 – Manchas de orina: lino oscuro, poliéster ne-
gro, algodón licra negro e intermedio, licra 
negro e intermedio, escocés y escocés grueso 
intermedio, y gabardina oscura.
 – Manchas de sangre: en su mayoría, a excep-
ción de lino oscuro, algodón licra oscuro, 
licra negro, dril intermedio, náutica negra, 
algodón perchado oscuro y escocés grueso 
intermedio.
Análisis de mezclas: a partir del experimento 
de observación de fluorescencia en manchas de flui-
dos mezclados, se infiere que los fluidos al unirse 
forman un halo de unión y predomina el de mayor 
intensidad de fluorescencia, tal como ocurre en la 
mezcla de semen-saliva o de saliva-orina. En el 
caso de la mezcla de semen-orina, no fue posible 
diferenciar de cuál fluido proviene la mayor fluo-
rescencia. En el soporte analizado de algodón licra 
oscuro, se observaba mayor fluorescencia para la 
saliva que para los demás fluidos. Solo en la mez-
cla de semen-sangre se pudo determinar una dife-
rencia de fluidos, dado que la sangre no fluorece y 
el semen sí (figura 7). 
Saliva-orina 
Sin filtro
Saliva-orina 
Con filtro y luz azul
Semen-saliva 
Sin filtro
Semen-saliva 
Con filtro y luz azul
Sangre-saliva 
Sin filtro
Sangre-saliva 
Con filtro y luz azul
Semen-orina 
Sin filtro
Semen-orina 
Con filtro y luz azul
Semen-sangre 
Sin filtro
Semen-sangre 
Con filtro y luz azul
Sangre-orina 
Sin filtro
Sangre-orina 
Con filtro y luz azul
Figura 7. Mezclas de los diferentes fluidos analizados en el experimento con y sin la luz azul y el filtro naranja
Fuente: elaboración propia
Comparación semen normospérmico y 
azoospérmico: se comparó la intensidad de fluo-
rescencia en algunos soportes (algodón licra, jean y 
protector higiénico), y no se observaron diferencias 
significativas en la intensidad de fluorescencia 
(p=3,7636). Sin embargo, se sugiere hacer un aná-
lisis con mayor cantidad de soportes para obtener 
resultados significativos. Los resultados se mues-
tran en la figura 8.
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Interferentes: en la figura 10 se observan 
los resultados de fluorescencia según el tipo de 
interferente.
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Figura 10. Número de veces de observación de la intensidad 
de fluorescencia con diferentes sustancias denominadas 
interferentes (hipoclorito, detergente y lodo)
Fuente: elaboración propia
Por lo tanto, se observa que soportes mani-
pulados con hipoclorito y, en menor intensidad, 
con detergente pueden emitir fluorescencia y hacer 
confundir al perito en la observación de las man-
chas no visibles con luces. Para el caso del lodo, 
no se encontró que emitiera fluorescencia, pero 
se debe tener en cuenta que en soportes mancha-
dos que tengan barro puede interpretarse como un 
falso negativo, pues el barro cubre el fluido y no deja 
observar fluorescencia (figura 11).
Piel: para el caso de la piel, se hizo el análi-
sis el mismo día a diferentes horas y se observó la 
pérdida de fluorescencia de las manchas deposita-
das por efectos de la sudoración. En la figura 12, se 
observa la intensidad de fluorescencia emitida a la 
hora de observación, dado que a las cinco horas ya 
no se observaba fluorescencia aparente.
Conclusiones y recomendaciones
En primer lugar, el método presentó una reprodu-
cibilidad alta (pc=98,2%), que según el índice de 
Kappa (0,96), no es producto del azar. Por lo tanto, 
el uso del equipo Polilight® Flare versión 2 de Rofin 
es un método confiable para la detección de fluo-
rescencia en fluidos biológicos. 
Al comparar la intensidad de fluorescencia 
según los diferentes fluidos biológicos analiza-
dos, las manchas biológicas de semen y orina son 
las que presentan mayor fluorescencia en la mayo-
ría de soportes, seguidas de las manchas de saliva 
y sangre.
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Figura 8. Número de veces de observación de la intensidad 
de fluorescencia en un individuo normospérmico y en uno 
azoóspermico
Fuente: elaboración propia
Observación de fluorescencia en manchas 
biológicas de animales: se analizaron manchas bio-
lógicas de semen, saliva y orina animal (figura 9) y se 
determinó la presencia de fluorescencia en algodón 
licra. No se obtuvieron diferencias significativas en 
fluorescencia con respecto a los resultados obteni-
dos en muestras humanas (p=1,3333), lo que indica 
semejanzas en la composición de los fluidos a nivel 
de las proteínas que emiten fluorescencia. 
Semen
Saliva
Orina
Figura 9. Fluorescencia observada para los fluidos animales de 
semen, saliva y orina
Fuente: elaboración propia
55Influencia de los soportes, tiempo, origen e interferentes en la observación de fluidos biológicos con luces forenses
Detergente
Hipoclorito
Lodo
Figura 11. Experimento de interferentes (detergente, hipoclorito, lodo) en los soportes que fueron analizados
Fuente: elaboración propia
Piel Sin filtro Con filtro azul
Figura 12. Ensayo de fluorescencia en piel con semen
Fuente: elaboración propia
Los soportes blancos y absorbentes presentaron 
la mayor intensidad de fluorescencia para la mayoría 
de fluidos. Sin embargo, se debe tener en cuenta que 
un soporte no absorbente como la tela náutica con-
centró tanto la muestra en un solo punto que emi-
tió la mayor fluorescencia revelada entre los soportes. 
Adicional a esto, la fluorescencia se observó 
constante a medida que avanza la edad de la man-
cha seca depositada en los soportes. Por el contra-
rio, en la piel humana la intensidad de fluorescencia 
se va perdiendo rápidamente en un mismo día, lo 
cual puede ser explicado por efectos de roce o sudo-
ración corporal.
En soportes con fluidos mezclados, es difí-
cil reconocer una mezcla de los fluidos semen, 
saliva u orina, dado que todos tienen su nivel de 
fluorescencia y depende de la concentración de 
cada uno de ellos. Solo en las mezclas con sangre se 
puede reconocer más de un fluido.
Se debe tener en cuenta la presencia de inter-
ferentes (hipoclorito y detergentes) que pueden 
actuar como falsos positivos, pues por sí solos pue-
den emitir la fluorescencia. Así mismo, hay pre-
sencia de falsos negativos cuando el soporte tiene 
alguna suciedad que tape la mancha y no deje emi-
tir fluorescencia. Los fluidos animales también 
podrían actuar como interferentes, dado que estos 
emiten fluorescencia similar a los fluidos humanos. 
Los colores de los soportes que están en el mismo 
espectro de la luz aplicada pueden tomarse como 
interferente, por lo que se recomienda cambiar de 
luz o filtro para obtener un dato más exacto.
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Finalmente, la presencia o ausencia de esper-
matozoides no está relacionada con la emisión de 
fluorescencia del fluido seminal. Esto indica que 
este método de tamizaje va a permitir la detección 
de la presencia del fluido seminal en casos de indi-
viduos vasectomizados o azoospérmicos, lo cual 
es de vital importancia para el análisis en casos de 
delitos sexuales.
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